昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, August 2015, 58(8): 836 -845 doi:10. 16380/j. kcxb. 2015. 08. 003 


噶 男 异 小 杆 线 虫 侵 染 后 暗黑 鳃 金 包 和 大 黑 
鳃 金 包 幼虫 脂肪 体 和 中 上 肠 组 织 超 微 结构 观察 
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摘要 :【 目的 ] 探 究 昆 虫 病原 线虫 哮 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou 侵 染 对 虹 晴 
脂肪 体 和 中 肠 的 影响 ,进一步 明确 其 对 虹 量 的 致 病 机 理 。【 方 法】 采用 透射 电镜 技术 ,观察 暗黑 鲤 金 凶 Hololirichia 
obliia (Faldermann ) 和 大 黑 鲁 金龟 所 parallela Motschulsky 2 龄 幼虫 被 哮 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 其 脂肪 体 和 
中 肠 组 织 的 病理 变化 。[【 结果 )】 血 腔 注射 感染 期 病原 线虫 嗜 菌 异 小 杆 线 虫 沧 州 品系 悬 浮 液 24 和 48 h 后 ,观察 发 现 
暗黑 鳃 金 包 和 大 黑 鳃 金 包 2 龄 幼虫 脂肪 体 和 中 上 肠 的 组 织 结 构 均 按时 序 逐 渐 发 生变 化 ,起 初 表 现 为 脂肪 球 变 形 或 变 
小 ,颜色 变 浅 ,脂肪 体 细 胞 和 中 肠 细胞 内 质 网 .线粒体 肿胀 ,中 肠 微 绒毛 变形 脱落 等 现象 ,48 h 后 包 于 脂肪 球 的 膜 结 
构 破 裂 ,脂肪 体 细 胞 和 中 肠 细胞 线粒体 破裂 ,内 质 网 数量 减少 ,中 肠 微 绒毛 大 量 脱落 ,同时 核 内 染色 质 大 量 解 离 , 核 
膜 破裂 。【 结论 】 经 昆虫 病原 线虫 哺 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 处 理 后 ,暗黑 鳃 金色 和 大 黑 鳃 金 怨 两 种 金龟 甲 2 龄 幼虫 
脂肪 体 和 中 肠 细 胞 均 出 现 明显 的 病理 变化 过 程 , 这 是 嗜 菌 异 小 杆 线虫 高 效 致死 螃 晴 的 原因 之 一 。 本 研究 可 为 昆虫 
病原 线虫 作为 一 种 生物 防治 手段 在 螃 晴 的 综合 防治 中 更 好 地 发 挥 作用 提供 理论 依据 。 
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Observations of the ultrastructure of the fat body and midegut tissues of 
two white grub species, Holotrichia parallela and H. oblita ( Coleoptera: 
Melolonthidae  ) ， infected by entomopathogenic nematode 


Heterorhabditis bacteriophora 
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Abstract: [Aim) The study aims to further explore the mechanism of pathogenicity of entomapathogenic 
nematodes Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou infecting white grubs. 【 Methods 】Transmission 
electron microscopy (TEM) was used to observe the morphological changes in fat body and midgut cells 
of the 2nd instar larvae of Hololtrichia oblita (Faldermann) and H. parallela Motschulsky, respectively. 
After hemocoel injection, ultrastructural changes of the white grubs were examined by TEM. [Results] 
Changes in the ultrastructure of fat body and midgut cells of the 2nd instar larvae of H. oblita and H. 
parallela at 24 and 48 h after injection of H. bacteriophora were observed. At 24 h after infection, fat 
droplets, located at fat body cells, became smaller, and their electron density became lighter in the infected 
larvae than those im the untreated control. Endoplasmic reticulum and mitochondria in both fat body and 


midgut cells became distended and mcerovilli of the midgut began to fall off in the infected larvae. At 48 h 
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after infection, the membrane structure containing a lot of fat droplets was found broken in the infected 


larvae. Chromatin in fat body and midgut cell nucleus dissociated and mitochondria as well as 


endoplasmic reticulum were disintegrated completely in both cells of the infected larvae. Likewise, 


microvilli of the midgut were almost completely lost in the infected larvae. 【 Conclusion 】After infection 


by the entomopathogenic nematode H. bacteriophora, the fat body and midgut of the 2nd instar larvae of 


the two white grub species, H. oblita and H. parallela, show similar pathological changes, which may be 


associated with the rapid death of white grubs. This study may enrich the theoretical basis for using 


entomopathogenic nematodes as a biological control strategy in IPM of white grubs. 
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量 周 食性 较 森 ,主要 寄主 涉及 花生 小 麦 .马铃薯 
等 作物 ,以 及 盏 围 . 末 树 和 草 坪 等 经 济 植物 。 由 于 蟒 晴 
生活 环境 隐蔽 .适应 性 强 , 所 以 防治 困难 ,已 成 为 世界 
公认 的 难于 防治 的 地 下 害虫 之 一 ,同时 也 是 地 下 害虫 
中 种 类 最 多 分布 最 广 给 植物 造成 损失 最 大 的 一 个 
类 群 。 暗 黑钱 金 包 Hololirichia obliita (Faldermann ) 和 
大 黑 鲁 金 包 Holotrichia parallela Motschulsky 是 我 国 
旷 旱 的 优势 种 和 群 。 昆虫 病原 线虫 (entomopathogenic 
nematode ，EPN ) 是 一 种 控制 地 下 害虫 幼虫 非常 有 效 
的 方法 ,但 目前 的 研究 大 多 集中 在 应 用 技术 方面 ,对 
寄主 昆虫 致 病 机 理 的 研究 尚 不 系统 和 透彻 ( 作 均 
人 冬 ,，2002) 。 昆 虫 病 原 线虫 具有 杀 虫 速度 较 快 ,对 寄 
主 有 较 强 的 搜索 能 力 、 专 一 性 强 的 特点 ,对 土 栖 和 销 
性 性 害虫 以 及 其 他 隐蔽 性 害虫 有 特殊 的 防 效 。 目 前 
内 外 已 经 盘 选 出 了 对 虹 晴 具有 高 致 病 力 的 病原 线 
虫 品种 或 品系 有 近 二 十 种 ( 刘 树 条 ,2009 ) 。 

EPN 侵 染 寄主 ,只 有 侵 染 期 线虫 才 具 备 侵 染 能 
力 。 其 对 昆虫 致 病 的 过 程 是 EPN 和 共生 菌 抵御 并 
最 终 破 坏 昆 虫 的 免疫 系统 的 过 程 。 侵 染 期 线虫 侵入 
寄主 时 ,首先 对 寄主 造成 机 械 损 害 。 入 侵 后 ,在 寄主 
体内 活动 和 取 食 的 过 程 中 引起 寄主 组 织 不 同 程度 的 
破坏 ` 细 胞 结构 的 变化 及 前 解 ,寄主 脂肪 体 和 中 肠 细 
胞 产生 一 系列 的 病变 。 有 研究 表明 ,病原 线虫 共生 
菌 分 泌 的 毒素 可 以 抑制 昆虫 体内 能 源 物质 (主要 是 
血 淋 巴 蛋白 和 海藻 糖 ) 的 代谢 ,加 快 昆虫 体内 营养 
物质 的 分 解 , 病 原 线虫 繁殖 同时 也 消耗 昆虫 营养 物 
质 ( 王 立 霞 等 , 2000)。 昆 虫 的 血 淋 巴 中 含有 丰 定 的 
营养 物质 ,包括 和 蛋白质、 氨基 酸 、 多 粮 等 ,这 是 昆虫 细 
胞 免疫 和 体液 免疫 的 物质 基础 ( 丁 晓 帆 等 , 2005 ) 。 
中 华 卵 索 线 虫 Ovomermis sinensis Chen 侵 染 后 引起 
棉铃 忠 Helicoverpa armigera 的 线粒体 体积 变 小 , 数 
目 减 少 , 粗 面 型 内 质 网 排列 紧密 .数目 增多 ( 陈 伍 国 
等 ,2006 ) ;Steinernema carpocapsae DD136 侵 染 24 h 
后 , 大量 版 Galleria mellonella 和 天 幕 毛 虫 
























































Malacosoma disstria 的 血细胞 数目 上 升 (Walter et 
al., 2008 ) 。 异 小 杆 线虫 科 (Hetemrhabditidae ) 与 发 
光 杆 阔 Photorhabdus 共生 ,发 光 杆 丽 以 杀 死 昆虫 血 
细胞 及 抑制 细胞 的 唉 销 作用 来 破坏 特 主 细胞 的 防御 
反应 ( 游 娟 等 ,2006 ) ,也 携带 一 些 毒素 和 抑制 细胞 
行 噬 或 包 被 作用 的 物质 (Eleftherianos et al., 2009 ) ， 
并 利于 昆虫 的 运输 机 制 抑制 其 关键 免疫 功能 来 起 臻 
死 作用 。 病 原 线 虫 人 侵 引 起 昆虫 的 一 系列 反应 不 是 
简单 的 病理 学 反应 ,而 是 昆虫 免疫 系统 的 综合 应 答 
结果 (Eleftherianos et al.,2009 ) 。 已 经 有 人 赋 究 报道 
证 实 , 哮 瑚 异 小 杆 线虫 沧州 品系 Heterorhabditis 
bacteriophora strain Cangzhou 和信 侵 后 , 虹 晴 血 淋 巴 重 
白 含 量 和 海棠 糖 含 量 都 受到 了 明显 的 影响 ( 刘 树 
森 , 2009 ) , 虹 晴 酷 酶 活性 增强 ( 孙 吴 雨 等 ,2014 ) 。 
酯 酶 活性 的 增强 一 般 认 为 与 昆虫 脂肪 体 的 解毒 过 程 
有 关 ( 陈 伍 国 等 , 2006 ) 。 

本 研究 采用 透射 电镜 技术 ,进一步 观察 并 描述 
Hb 侵 染 后 螃 晴 脂肪 体 和 中 肠 组 织 的 生理 变化 ,以 期 
为 昆虫 病原 线虫 防治 虹 晴 的 作用 机 理 作 以 系统 的 理 
论 补 充 说 明 。 











1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

试 虫 为 2 龄 末期 暗黑 鳃 金龟 幼虫 和 华北 大 黑 鳃 
金 包 幼虫 ,由 沧州 市 农林 科学 院 提供 ,为 同一 批 次 旷 
孵化 后 ,饲养 至 2 龄 幼虫 ,发 育 状 况 、 体 重 、 大 小 等 均 
一 致 。 所 用 昆虫 病原 线虫 为 本 实验 室 在 河北 省 沧州 
地 区 分 离 并 鉴定 的 吐 霄 异 小 杆 线虫 沧州 品系 下 
bacteriophora strain Cangzhou( 简称 Hb) ,通过 大 旱 量 
Galleria mellonella 老 询 幼虫 活体 繁殖 ,得 到 侵 染 期 
幼虫 (infective juvenile stage, IJs) 备用。 收获 的 侵 
染 期 线虫 以 浅水 层 法 贮存 于 7 + 上 1Y 条 件 下 供 试验 ， 
贮存 期 不 超过 15 d。 


838 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 58 卷 


1.2 仪器 及 试剂 

5 kL 微量 进 样 右 购 洒 于 上 海安 这 微量 进 样 器 
三。 组 织 包 埋 剂 的 配置 :国产 环 氧 树脂 618# 40. 0 
mL , 国 化 剂 (DDSA)45.0 mL , 增 塑 剂 (DBP)1.5 mL， 
加 速 剂 (DEA)2 mL。 

日 立 Hitachi-500 透射 电子 显微镜 来 自 中 国 农 
业 科 学 院 农产品 加 工人 研究 所 。 
1.3 被 侵 染 虹 晴 脂肪 体 和 中 肠 组 织 

先 对 微量 进 样 锅 和 虹 晴 体 表 进行 消毒 ,然后 使 
用 微量 进 样 器 向 每 头 虹 晴 注射 5 pL 线虫 悬浮 液 
( 含 200 条 Js) 。 分 别 经 血 腔 注射 24 和 48 ph 后 , 解 
剖 虫 体 提 取 虹 晴 的 脂肪 体 和 中 肠 。 以 注射 等 量 无 苗 
水 作对 照 (24 和 48 h)。 注 射 24 和 48 bh 后 , 虹 晴 的 
体 色 会 有 不 同 程 度 的 变化 ,时 间 越 长 被 侵 染 暗 蜡 体 
色 呈 红色 越 深 。 
1.4 螃 旺 中 肠 组 织 电 镜 观察 

将 虹 晴 中 肠 部 位 剪 下 ,浸入 含 2% 成 二 醛 (pH 
7.4) 固 定 液 中 ,再 用 四 氧化 铁 进 行 双重 固定 。 固 定 
需要 在 室温 条 件 下 持续 1 周 。 随 后 用 浓度 逐 级 递 升 
的 乙醇 (30% ，50% ，70% ，80% ，90% ，95% 和 
100% ) 依次 进行 脱水 ,使 组 织 材 料 硬 化 ,每 个 梯度 
脱水 10 min 。 脱 水 后 用 无 水 丙酮 置换 3 次 ,每 次 15 
min ,以 其 蔡 代 乙醇 便于 下 一 步 的 浸透 。 再 用 树脂 浸 
透 过 夜 后 ,第 2 天 再 用 树脂 包 埋 ,分 别 在 37Y 12 h， 
45Y 12 h, 60%C 48 h 进行 聚合 。 对 包 埋 材料 进行 
修 割 切 块 时 ,使 用 超 注 切片 机 (型 号 为 LKB IT， 
Sweden ) 切 制 超 薄 切片 ,切片 厚度 在 500 ~700 nm 之 
间 。 用 醋酸 铀 . 柠 样 酸 馈 进 行 双 染 色 , 将 制 好 的 切片 
放 在 Hitachi-500 透射 电子 显微镜 下 ,加 速 电压 为 
80 kV ,观察 记录 并 拍摄 电镜 照片。 
1.5 虹 晴 脂肪 体 电镜 观察 

2 龄 暗 量 的 脂肪 体 含量 比较 丰富 ,提取 比较 容 
易 , 待 训 开 螃 晴 体 壁 后 ,用 锋 子 从 体 壁 下 脂肪 体 中 天 
取 少 许 组织 块 ,生理 盐水 清洗 后 , 放 入 固定 液 中 。 其 
他 步骤 同上 。 
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2.1 嗜 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 上 暗黑 鳃 金龟 
幼虫 脂肪 体 超 微 结构 的 变化 

脂肪 球 : 对 照 组 脂肪 体 细胞 中 脂肪 球 ( 图 1: 
A) 近 似 球形 ,颜色 较 深 ,如 图 1(A) 中 椭圆 区 域 所 
示 , 内 面 充满 脂 类 物质 ;两 个 处 理 组 (图 1: B，C ) 的 
脂肪 球形 状 仍 为 球形 ,但 小 于 对 照 组 脂肪 球 ,并 且 球 


体 颜 色 变 浅 , 如 图 1(B) 中 椭圆 区 域 所 示 ;48 bh 处 理 
组 包涵 体 的 膜 结构 出 现 破裂 , 如 图 1(C) 三 角 区 
域 所 示 。 

细胞 核 : 对 照 组 脂肪 体 细胞 核 形 状 饱满 呈 不 规 
则 椭圆 形 ( 图 1: D) , 核 膜 表面 平整 (图 1: G) ,如 图 
中 箭头 所 示 ,染色 质 相对 集中 ,如 图 1(D) 中 椭圆 形 
区 域 所 示 ; 与 对 照 组 相 比 ,经 病原 线虫 处 理 24 h 后 ， 
细胞 核 形 状 出 现 变化 (图 1:E) , 核 膜 外 表面 出 现 小 
凸 起 ,如 图 1(H) 中 箭头 所 示 ; 染 色 质 分 布 较为 分 
散 , 如 图 1(E) 中 椭圆 形 区 域 所 示 ;48 bh 后 核 外 膜 出 
现 破 裂 , 如 图 1(1) 中 箭头 所 示 , 染 色 质 分 布 也 较为 
分 散 ,如 图 1(CF) 。 

线粒体 : 处 理 组 线粒体 与 对 照相 比 超 微 结构 出 
现 了 明显 变化 (图 1:J K,L)。 对 照 线 粒 体 从 大 小 
上 ,明显 小 于 病原 线虫 处 理 后 暗黑 鳃 金龟 幼虫 脂肪 
体 细 胞 线 粒 , 如 图 1(J, K, 工 ) 中 大 括号 所 示 ,处 理 
后 的 线粒体 呈 拉 长 肿胀 状 。 

2.2 嗜 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 暗黑 鳃 金龟 幼 
虫 中 肠 超 微 结 构 的 变化 

微 绒毛 : 对 照 组 暗黑 鳃 金龟 幼虫 中 肠 的 微 绒毛 
数量 多 排列 紧密 ,如 图 2(A) 中 双 箭 头 所 示 ; 与 对 照 
组 相 比 ,经 病原 线虫 Hb 处 理 24 h 后 微 绒 毛 有 肿胀 脱 
落 , 如 图 2(B) 中 双 箭 头 所 示 ; 处 理 48 h 后 , 微 绒毛 呈 
畸形 , 且 数 量 大 量 减 少 ,如 图 2(C) 中 双 箭 头 所 示 。 

细胞 核 : 对 照 组 暗黑 鲁 金 怨 幼 虫 中 肠 的 细胞 核 
呈 不 规则 椭圆 形 ,染色 质 集中 ,如 图 2(D) 中 椭圆 形 
区 域 所 示 ,内 外 核 膜 完整 ,如 图 2(D) 中 箭头 所 示 ; 
经 病原 线虫 Hb 处 理 后 ,24 h 后 中 肠 细胞 核 变 形 , 核 
膜 有 同 起 ,如 图 2(E) 中 篆 头 所 示 , 染 色 质 分 布 稍 分 
散 , 不 均匀 ,如 图 2(E) 中 椭圆 形 区 域 所 示 ;48 h 后 ， 
细胞 核 破 裂 ,如 图 2(CF) 中 往 头 所 示 ,染色 质 分 布 更 
为 分 散 , 如 图 2(F) 中 椭圆 形 区 域 所 示 。 

线粒体 : 对 照 组 暗黑 鳃 金龟 幼虫 中 肠 的 线粒体 
(图 2: G) 形 状 较为 规则 , 旦 椭圆 形 ,如 图 大 括号 区 
域 所 示 ,而 处 理 组 线粒体 膨大 拉 伸 ,如 图 2( 瓦 ,DT) 大 
括号 区 域 所 示 ,处 理 48 h 后 ,线粒体 出 现 明显 裂解 ， 
如 图 2(D) 中 箭头 所 示 。 

内 质 网 : 经 病原 线虫 Hb 处 理 24 h 后 的 暗黑 鳃 
金 龟 幼虫 中 肠 的 内 质 网 (图 2:K) 与 对 照 (图 2: J) 
相 比 ,变化 不 太 明 显 ,排列 有 序 , 膜 相对 清晰 ,如 图 2 
(K, J 了) 中 椭圆 形 区 域 所 示 ; 人 处 理 48 Ph 后 (图 2: 工 )， 
内 质 网 数量 大 幅 减 少 ,如 图 2(L) 中 圆 形 区 域 所 示 ， 
排列 杂乱 无 规则 ,解体 碎片 化 ( 变 成 小 泡 ) 呈 核糖 体 
大 量 脱落 。 
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图 1 哮 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 暗黑 鳃 金色 2 龄 幼虫 脂肪 体 细胞 超 微 结构 的 变化 


Fig. 1 Ultrastructural changes of the fat body cells in the 2nd instar larvae of Holotrichia parallela 


after infection of Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou 
A,B，C: 脂肪 球 Fat droplet; D, E, F; 细胞 核 Cell nucleus; G, H, I; 核 膜 Nuclear membrane; J, K, 工 : 线粒体 Mitochondria; A, D, G, J: 
对 照 (未 人 处理 )CK (untreated); B, 了 , H, KK; 人 处理 后 24 h 24 h after treatment; C, F, 1, L: 处 理 后 48 h 48 h after treatment. 


2.3 嗜 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 华北 大 黑 鳃 变化 没有 明显 区 别 ( 图 3: A, B)。 经 48 后 ,包涵 
金 包 幼虫 脂肪 体 超 微 结构 的 变化 体 破裂 ,形成 了 异 于 上 暗黑 鳃 金 包 的 膜 结构 ,如 图 3 
包涵 体 : 与 对 照相 比 ,经 24b 处 理 后 ,包涵 体 的 ” (C) 椭 圆 区 域 所 示 。 
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吾 上 暗黑 鲍 4 龄 幼虫 中 肠 上 皮 细 胞 超 微 结 构 的 变化 


Fig. 2 Ultrastructural changes of midgut epithelial cells in the 2nd instar larvae of Holotrichia parallela 


after infection of Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou 
A, B,C; 微 绒毛 Microvillus; D, EE, 下: 细胞 核 Cell nucleus; C, 了 ,LI: 线粒体 Mitochondria; J, K, 工 : 内 质 网 Endoplasmic reticulum; A，D， 
G,J: 对 照 ( 未 处 理 )CK (untreated) ; B, 下 , H, K: 处 理 后 24 h 24 h after treatment; C, FF, 1, L: 处 理 后 48 h 48 h after treatment. 
细胞 核 : 对 照 组 细胞 核 呈 规则 椭圆 形 ( 图 3: D), 内 处 理 248 后, 出现 不 明显 变形 (图 3: 王 ) , 核 膜 表面 
外 核 膜 完整 ,无 破裂 , 核 膜 表面 光滑 (图 3:D,J), 饱 出现 小 凸 起 ,图 3(K) 中 图 形 区 域 所 示 ,染色 质 分 布 
满 且 染色 质 相 对 集中 ,如 图 3(D) 中 椭圆 区 域 所 示 ; ”较为 分 散 , 如 图 3(E) 中 椭圆 区 域 所 示 ; 人 处理 48h 后 ， 
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图 3 嗜 菌 异 小 杆 线虫 沧州 品系 侵 染 后 华北 大 黑 鳃 金色 2 龄 幼虫 脂肪 体 超 微 结构 的 变化 


Fig. 3 Ultrastructural changes of fat body cells in the 2nd instar larvae of Hololtrichia oblita 





after infection of Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou 
A, B, C: 包涵 体 Inclusion body; D ,下 ,下 : 细胞 核 Cell nucleus; G, H, I: 脂肪 球 Fat droplet; J], K, 工 : 核 膜 Nuclear membrane; A, D, G, J: 
对 照 ( 未 处 理 )CK (untreated) ; B, 下 , H, K; 处 理 后 24 h 24 h after treatment; C, 下 , 工 工 : 处 理 后 48 h 48 h after treatment. 


后 ,细胞 核 明显 变形 如 图 3(F) 中 第 头 所 示 , 核 膜 表 ” 布 相对 更 为 分 散 , 如 图 3(F) 中 椭圆 区 域 所 示 。 
面 凸 起 明显 ,如 图 3(L) 中 国 形 区 域 所 示 , 染 色 质 分 脂肪 球 : 对 照 组 华北 大 黑 鳃 金鱼 幼虫 脂肪 体 细 
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胞 中 脂肪 球 近 似 球形 ,颜色 较 深 ,内 面 充 满 脂 类 物质 
(图 3: G); 与 暗黑 鳃 金 包 幼 虫 不 同 。 相 较 对 照 ( 图 
3: G) ,华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 处 理 组 脂肪 球 大 小 变 
化 不 明显 ,但 形状 变化 较 大 ,如 图 3(H, 1) 中 椭圆 形 
区 域 所 示 ,脂肪 球体 颜色 变 浅 ( 图 3: H, 1)。 
2.4 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 中 肠 超 微 结构 的 变化 

微 绒毛 : 对 照 组 微 绒毛 数量 多 排列 较为 致密 
(图 4: A) ,病原 线虫 处 理 24 h 后 微 绒毛 开始 变形 
脱落 (图 4: B) ,48 h 后 微 绒 毛 数量 减少 (图 4: C)。 

细胞 核 : 对 照 组 细胞 核 呈 不 规则 椭圆 形 ( 图 4: 
D) ,如 图 中 箭头 所 指 , 染 色 质 集中 ,内 外 核 膜 完整 ; 
病原 线虫 Hb 处 理 24 h 后 ,中 肠 细 胞 核 扭 曲 畸形 ,如 
图 4(E) 中 第 头 所 指 ,染色 质 分 布 不 均匀 ;48 h 后 细 
胞 核 核 膜 破裂 ,如 图 4(F) 中 单 入 头 所 指 ,染色 质 解 
离 弥 散在 核 内 ,如 图 4(F) 中 双 箭 头 所 指 。 

内 质 网 : 对 照 组 内 质 网 排列 规则 ,整齐 有 序 (图 4: 
G) ;处理 24 h 后 内 质 网 肿胀 变形 ,数量 相对 减少 (图 4: 
日 ) ;处 理 48 h 后 内 质 网 数量 显著 减少 (图 4: 1)。 

线粒体 : 对 照 组 形状 较为 规则 , 呈 椭 圆 形 ( 图 
4: J) ,如 图 中 圆 形 区 域 所 示 。 而 两 个 处 理 组 线粒体 
均 膨 大 拉 伸 ,48 bh 后 裂解 较为 明显 (图 4: 工 ) ,形成 
无 规则 的 结构 ,如 图 圆 形 区 域 所 示 。 
2.5 对 两 种 昱 螨 组 织 器 官 的 病理 学 影响 比较 

分 别 比 较 图 1 和 图 3 以 及 图 2 和 图 4, 可 以 看 
出 ,病原 线虫 对 两 种 金 怨 子 幼虫 的 脂肪 体 和 中 肠 结 
构 的 影响 大 致 类 似 , 表 现 出 相同 的 规律 :对 照 组 细胞 
表现 正常 ,无 病理 症状 ,细胞 质 均匀 分 布 , 细 胞 器 形 
状 规则 ,数量 丰富 。 经 昆虫 病原 线虫 处 理 后 , 虹 晴 脂 
肪 体 和 中 肠 细胞 出 现 病 理 变化 ,48 bh 后 尤为 明显 ， 
如 细胞 核 变 形 , 核 膜 破裂 ,细胞 器 肿胀 , 微 绒 毛 数 量 
减少 ,细胞 质 被 破坏 ,脂肪 球 颜色 或 加 深 或 变 浅 , 内 
质 网 数量 减少 并 且 排 序 开始 无 规则 。 

但 两 种 金 包 也 有 一 些 不 同 的 病理 变化 表现 特 
征 : 在 处 理 后 48 h, 脂 肪 体 取 样 观察 发 现 ,华北 大 黑 
鳃 金色 膜 结 构 呈 内 外 四 凸 特殊 结构 ,暗黑 鳃 金鱼 则 
无 ,再 者 大 黑 鳃 金龟 细胞 核 出 现 的 变形 比 暗黑 鳃 金 
包 严 重 ,华北 大 黑 鳃 金 多 的 线粒体 出 现 膨大 拉 伸 症 
状 比 暗 黑 鳃 金色 弱 ; 中 上 肠 取样 观察 发 现 , 华 北大 黑 鳃 
金龟 的 微 绒毛 脱落 明显 比 暗黑 鳃 金龟 严重 ,细胞 核 
的 变形 程度 比 暗 黑 鳃 金色 弱 ,内 质 网 的 数量 减少 程 
度 比 暗黑 鲁 金 龟 轻 。 



























































3 讨论 


这 些 不 同 的 表现 特征 ,可 能 与 两 种 金 多 甲 对 对 





嗜 苗 异 小 杆 线虫 侵 染 的 免疫 能 力 有 关 。 刘 树 和 森 
(2009 ) 研究 报道 , 哮 菌 异 小 杆 对 华北 大 黑 鲁 金龟 2 
龄 幼虫 的 致 病 力 比 暗 黑 鳃 金龟 弱 , 侵 染 96 h 后 , 华 
北大 黑 鲁 金色 2 龄 幼虫 死亡 率 不 到 10% ,而 暗黑 鳃 
金龟 2 龄 幼虫 死亡 率 达 90% 以 上 。 由 此 可 见 ,华北 
大 黑 鳃 金龟 幼虫 比 暗黑 鲁 金 怨 对 嗜 菌 异 小 杆 线虫 的 
抵抗 力 强 。 

脂肪 体 环绕 着 中 肠 组 织 , 是 昆虫 保持 内 环境 动 
态 平 衡 的 中 间 代 谢 组 织 ( 陈 伍 国 等 ,2006) ,在 昆虫 
体内 营养 物质 转换 和 有 毒物 质 的 解毒 过 程 中 起 着 重 
要 的 作用 。 研 究 证 实 , 家 和 在 体内 杀 虫 剂 以 及 植物 毒 
系 抗 性 相关 基因 在 脂肪 体 中 有 特异 表达 ( Petersen et 
al., 2001)。 对 家 看 幼虫 、 肾 和 成 虫 的 脂肪 体 差 异 基 
因 表达 分 析 表 明 ,脂肪 体内 存在 大 量 与 消化 代谢 和 
免疫 相关 的 因子 ;此 外 还 有 贮藏 蛋白 、 和 蛋白 酶 抑制 
剂 . 类 IDGF 蛋白、 抗菌 蛋白 、 谷 胱 甘 肽 -S$ 转移 酶 等 
(Cheng et al.,， 2006 )。 家 看 受到 细 落 侵 染 时 ,脂肪 
体会 产生 大 量 的 抗菌 肽 和 其 他 免疫 因子 ,用 以 杀 灭 
细菌 抵抗 感染 。 这 些 过 程 都 要 大 量 消耗 宿主 的 能 
量 ,一 方面 消耗 了 昆虫 贮存 在 脂肪 体 中 营养 物质 ,如 
本 研究 中 病原 线虫 处 理 螃 晴 48 h 后 出 现 的 脂肪 球 
变 小 颜色 变 浅 等 过 程 ; 另 一 方面 使 得 ”能量 加 工厂 ” 
线粒体 不 卉 重负 ,从 而 引起 线粒体 结构 的 病理 变化 ， 
如 微 孢 子 虫 进入 甜 荣 夜 蛾 体内 后 ,可 以 引起 甜 荣 夜 
蛾 脂肪 体 细 胞 线粒体 功能 的 丧失 ( 陈 广 文 和 陈 曲 
候 ,，1999) 。 病 原 线虫 处 理 48 h 后 , 暗 晤 脂肪 体 细 
胞 中 脂肪 球 颜色 变 浅 ,可 能 与 暗 旱 体内 酯 酶 的 增强 
和 脂 类 物质 分 解 有 关 。 酯 酶 生理 功能 主要 包括 正常 
的 脂 类 代谢 , 受 侵 染 幼虫 酯 酶 活性 增强 可 能 表明 脂 
类 物质 分 解 增多 ( 杨 君 等 , 2008 ) 。 脂 类 贮藏 于 脂肪 
体 ,在 昆虫 机 体 需 要 时 以 酯 类 (尤其 是 甘油 三 酷 ) 形 
式 回 血 淋 巴 释放 ,所 以 酯 酶 活性 增强 破坏 脂肪 体 的 
结构 ,导致 昆虫 组 织 解体 ,加 速 昆 虫 死 亡 。 当 酯 酶 活 
性 升 高 时 ,宿主 体内 大 分 子 物质 便 被 大 量 分 解 成 为 
小 分 子 物质 ,释放 进入 血 淋 巴 被 病原 线虫 利用 ( 孙 
吴 雨 等 , 2014)。 

中 肠 上 皮 是 EPN 经 口 侵入 衍 主 的 必 经 途径 ,也 
是 EPN 完成 繁殖 周期 从 宿主 体内 重新 进入 水 .土壤 
等 环境 的 途径 之 一 。 尽 管 脂肪 体 和 血细胞 是 昆虫 体 
内 系统 反应 的 重要 参与 者 ,中 肠 上 表皮 反应 也 是 昆 
虫 对 共生 茵 侵 染 应 答 的 重要 部 分 ( Fleftherianos et 
al.，2010 ) 。 许 多 毒素 如 Bt 的 8- 内 毒素 和 链 霉 菌 的 
胆固醇 氧化 酶 等 对 昆虫 的 作用 靶 标 也 是 在 中 肠 ( 申 
继 忠 和 钱 传 范 , 1994) 。EPN 对 昆虫 中 肠 起 作用 的 
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图 4 ” 嗜 阔 异 小 杆 线 虫 沧州 品系 侵 染 后 华北 大 黑 鳃 金 包 2 龄 幼虫 中 肠 上 皮 细 胞 超 微 结构 的 变化 





Fig. 4 Ultrastructural changes of midgut epithelial cells in the 2nd instar larvae of Hololirichia oblita after infection of 
Heterorhabditis bacteriophora strain Cangzhou 
A, B,C: 微 绒毛 Microvillus; D, E, F: 细胞 核 Cell nucleus; G, H, I: 内 质 网 Endoplasmic reticulum; J], K, L: 线粒体 Mitochondria; A，D， 
G,J: 对 照 (未 处 理 ) CK (untreated); B, E, H, KK: 处 理 后 24 h 24 h after treatment; C, F, 1, L: 处 理 后 48 h 48 h after treatment. 





物质 主要 由 病原 线虫 共生 瑚 产生 的 具有 高 分 子 量 活 。” 血 淋巴 和 中 肠 中 的 快速 生长 ,随后 蔓延 到 脂肪 体 和 
性 毒 系 物 质 ,发光 杆 戎 (与 异 小 杆 线虫 共生 ) 通过 在 。 昆虫 的 其 他 组 织 , 从 而 阻止 昆虫 取 食 和 避免 来 自 血 
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腔 中 血细胞 的 抑制 (Water et al.，2008 )。 有 人 研 究 报 
道 , 嗜 线虫 怪 病 杆菌 Te 毒素 、Tp40 毒素 注射 进入 昆 
虫 体内 后 都 会 表现 出 对 中 肠 的 破坏 作用 (Blackburn 
et al., 2005 ) , 嗜 线 虫 致 病 杆 菠 血 腔 毒 素 可 以 导致 大 
蜡 虹 中 肠 柱 状 上 皮 细 胞 变形 、 脱 落 , 围 食 膜 消失 等 
( 杨 君 等 , 2008 ) 。 同 样 作 为 生物 杀 虫 剂 , Bt 和 蛋白 对 
昆虫 中 肠 造 成 的 病理 变化 主要 包括 微 绒 毛 脱 落 、 细 
胞 核 破 裂 线粒体 增 大 肿胀 以 及 核糖 体 消失 等 ( 田 
野 , 2008) ,与 已 经 报道 的 病原 线虫 及 共生 阔 造 成 的 
病理 变化 相似 。 本 人 研究 中 , 嗜 阔 异 小 杆 线 虫 对 暗 旱 
的 中 肠 上 皮 细 胞 表现 的 病理 症状 与 上 述 的 研究 结果 
相 吻 合 。 昆 虫 病原 线虫 共生 兽人 致 病 杆 英 
Xenorhabdus ehlersii 侵 染 大 旱 蜡 后 ,大 蜡 晨 中 上 肠 表 现 
症状 也 与 本 人 研究 相似 ( 石 怀 兴 , 2012) 。 微 绒毛 是 中 
肠 柱状 细胞 细胞 膜 项 膜 的 特 化 结构 , 它 增 加 了 细胞 
膜 的 比 表面 积 ,有 利于 对 食物 的 消化 .吸收 。 微 绒毛 
的 破坏 说 明了 细胞 膜 结构 受到 了 损伤 ,导致 细胞 对 
营养 物质 的 消化 吸收 能 力 降 低 , 从 而 使 试 虫 摄食 减 
少 ,生长 发 育 受到 抑制 ( 周 琳 等 , 2009 ) 。 

根据 本 研究 的 结果 可 以 推测 , 嗜 菌 异 小 杆 线 
虫 侵 当 引起 虹 晴 中 肠 的 微 绒毛 脱 沙 ,与 此 同时 , 线 
虫 的 共生 丙 酸 放 的 毒素 破坏 了 虹 晴 中 肠 细胞 的 线 
粒 体 .内 质 网 等 结构 ,使 得 正 浓 的 合成 代谢 受到 抑 
制 。 暗 时 脂肪 体 细胞 也 受到 破坏 ,脂肪 体 开始 降 
解 , 表现 为 颜色 变 浅 , 核 外 膜 不 同 程度 的 破裂 , 引 
起 暗 旱 本 里 营养 体 的 供给 不 足 ,各 种 生理 机 能 
降 , 以致 生命 活动 受到 阻碍 。 这 些 嗜 菌 异 小 杆 线 
虫 侵 染 后 暗 量 组 织 发 生 的 病理 变化 特征 ,可 以 补 
充 暗 旱 免疫 系统 受到 破坏 后 的 表现 症状 ,这 是 其 
对 虹 晴 高 效 致死 的 原因 之 一 。 哮 瑚 异 小 杆 线虫 侵 
染 暗 蜡 后 ,共生 苏 所 释放 的 哪些 毒素 起 毒 杀 作用 
以 及 共生 菌 抑制 暗 旱 体内 产生 的 抑 菌 物质 有 哪 
些 , 还 有 待 进 一 步 的 研究 。 
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